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(57) Abstract 



Stable injectible solution for factor VIII and factor IX, containing a factor VIII or factor IX suitable for treating humans, 
natural or synthetic disaccharides, preferably saccharose, in a concentration of 0.1 to 0.65 mol/1, and one or more amino acids in 
a concentration of 0.1 to 1.0 mol/1. Process for preparing this stable injectible solution, and the use of natural or synthetic disac- 
charides, preferably saccharose, and one or more amino acids for stabilizing factor VIII or factor IX. 

(57) Zusammenfassung 



Stabile injizierbare Ldsung, die einen fur die Behandlung am Menschen geeigneten Faktor VIII oder Faktor IX, naturliche 
Oder synthetische Disaccharide, vorzugsweise Saccharose, in einer Konzentration von 0,1 bis 0,65 mol/1 und eine odermehrere 
Aminosauren in einer Konzentration von 0,1 bis 1,0 mol/1 enthait. Ein Verfahren zur Herstellung derselben und die Verwendung 
von naturlichen oder synthetischen Disacchariden, vorzugsweise Saccharose, und einer oder mehrerer Aminosauren zur Stabili- 
sierung von Faktor VIII oder IX. 
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Stabile iniizierbare Losunaen von Faktor VIII und Faktor 
IX 

Gegenstand der vorliegenden Anmeldung sind stabile inji- 
5 zierbare Losungen von Faktor VIII und Faktor IX, ein Ver- 
fahren zu ihrer Herstellung und eine Verwendung. 

Die Faktoren VIII und IX sind an der Blutgerinnung und an 
der Fibrinolyse beteiligte Gerinnungsfaktoren des mensch- 
10 lichen Blutgerinnungssystems . Faktor VIII ist an der 
Bildung des Plasma-Prothrombin-Aktivators im endogenen 
Gerinnungs system beteiligt, Faktor IX gehort zur Gruppe 
der Prothrombin-Komplexe und tragt zur Bildung des Plasmin- 
Prothrombin-Aktivators im endogenen Gerinnungssystem bei. 

15 

Ein Mangel der Antihamophiliefaktoren VIII und IX fuhrt 
zu einer krankhaften Storung des Blutgerinnungs systems in 
Form der Hamophilie. Die Restaktivitat der Gerinnungsfak- 
toren kann dabei auf wenige Prozent herabsinken. Zur Thera- 
20 pie der Hamophilie werden im Falle eines Faktor VIII-Defi- 
zits gerinnungsaktive Plasmakonzentrate wie Kryoprazipitat 
Oder im Falle eines Faktor IX-Defizits der sogenannte 
Prothrombin-Komplex bestehend aus den Faktoren II, VII, X 
und IX verwendet. 

25 

Bei der Verwendung dieser Gerinnungsfaktoren als Thera- 
peutikum ist jedoch zu beachten, daB diese instabil sind, 
und Fibrinogen sowie unerwunschte Viren enhalten konnen. 

30 Es ist daher notwendig, die angereicherten Gerinnungsfak- 
toren einem Reinigungs- und StabilisierungsprozeB zu unter- 
ziehen. 

Ein Verfahren zur Herstellung eines hochreinen, nicht in- 
fektiosen Antihamophilief aktors wird in der Europaischen 
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Patentanmeldung 88 118 478.2 vorgeschlagen . Dabei wird 
die an Paktor VIII angereicherte Fraktion durch eine 
Gelpermeationschromatographie mit Ionenaustauschermateria- 
lien gewonnen. Die Aufarbeitung dieser Fraktion erfolgt 
5 danach ebenfalls durch ein gelpermeationschromato- 
graphisches Verfahren auf Basis von Ionenaustauschern. 

Die Europaische Patentanmeldung 0018561 beschreibt ein 
Verfahren zur Stabilisierung von Blutgerinnungsfaktoren, 

10 insbesondere der Paktoren II, VIII, XIII und III sowie 
Plasminogen, durch Erhitzen auf 60 bis 70 »c in Gegenwart 
von Glycin und einem Saccharid bei einem pH-Wert zwischen 
6,5 und 8, wobei das Erhitzen in Gegenwart von Saccharose 
in einer Konzentration von 20 bis 60 Gewichtsprozent und 

15 von Glycin in einer Konzentration von 1,0 bis 3,0 mol/1 
vorgenommen wird. 

Das so gewonnene an Gerinnungsfaktoren angereicherte Kon- 
zentrat wird nach der Reinigung und Stabilisierung steril 
20 filtriert und/oder lyophilisiert. Lyophilisierte Praparate 
von Faktor VIII sind bereits im Handel erhaltlich. 

Durch zugabe von groBen Mengen an Saccharose bei der Stabi- 
lisierung der angereicherten Konzentrate nach dem bisheri- 

25 gen Stand der Technik bildet sich eine hochviskose und 
daher schlecht filtrierbare Proteinlosung, die jedoch vor 
Anwendung als Therapeutikum steril filtriert werden muB. 
Aus diesem Grund mussen bisher die Konzentrate vor der 
Sterilfiltration von den Stabilisatorsubstanzen befreit 

30 werden. Diese Behandlung ist jedoch mit groBem technischen 
Auf wand und Verlust von Konzentrat verbunden. 

Bisher sind Antihamophniliefaktoren wegen der geringen 
Stabilitat in der Losung nur als lyophilisierte Prapara- 
tionen erhaltlich. Die Lyophilisation ist jedoch ein auf- 
wendiger und energieintensiver ProduktionsprozeB. 
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AuBerdem miissen die lyophilisierten Praparate vor Gebrauch 
in geeigneten Losungsmitteiln aufgenoiranen werden. Dies 
ist eine fur den Anwender und unbequeme Vorbereitung der 
Therapie . 

5 Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher die Fakto- 
ren VIII und IX in einer leichter verwendbaren , einfacher 
herstellbaren und stabilen, injizierbaren Form zur Ver- 
fugung zu stellen. 

10 Diese Aufgabe wird durch eine stabile injizierbare Losung 
gelost, die einen fur die Behandlung am Menschen geeigne- 
ten Faktor VIII oder Faktor IX, naturliche oder synthe- 
tische Disaccharide, vorzugsweise Saccharose, in einer 
Konzentration von 0,1 bis 0,65 mol/1 und ein oder mehrere 

15 Aminosauren in einer Konzentration von 0,1 bis 1,0 mol/1 
enthalt . 

Als Aminosaure kann Lysin und/oder Glycin verwendet wer- 
den. 

20 

In einer besonderen Ausfiihrungsform enthalt die stabile 
injizierbare Losung Ca 2+ -Ionen oder Cl~-Ionen. Die Konzen- 
tration der Cl~-Ionen liegt vorzugsweise bei 0,03 - 0,3 
mol/1 . 

25 

In einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform ist Saccha- 
rose in einer Konzentration von 0,4 bis 0,65 mol/1 enthal- 
ten. 

30 Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren 
zur Herstellung einer stabilen injizierbaren Losung, bei 
dem ein fur die Behandlung am Menschen geeigneter Faktor 
VIII oder IX, ein Disaccharid in einer Konzentration von 
0,1 bis 0,65 mol/1, vorzugsweise 0,4 bis 0,65 mol/1 Saccha 
rose, und eine oder mehrere Aminosauren in einer Konzen- 
tration von 0,1 bis 1,0 mol/1 in Wasser gelost, steril 
filtriert und in Ampullen gefullt werden. 
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Als Aminosauren konnen dabei Lysin und Glycin verwendet 
werden. Es konnen zusatzlich Ca 2+ -ionen oder Cl'-ionen 
zugesetzt werden. 

5 Diese gebrauchsfertigen Ampullen, in denen Saccharose und 
erne oder mehrere Aminosauren zur Stabilsierung von Faktor 
VIII oder IX verwendet werden, konnen bei o - io 'C vor- 
zugsweise 4 «c uber mehrere Wochen stabil gehalten werden. 
sxe weisen weiterhin den Vorteil auf, daS die an Gerin- 
10 nungsfaktor VIII oder IX angereicherten Plasmafraktionen 
saccharose in erheblich geringeren Konzentrationen, als 
bxsher nach dem stand der Technik ublich, enthalten. Die 
daraus entstehenden Proteinlosungen sind daher niedrig- 
viskos und leichter filtrierbar, als die nach dem Stand 
der Technik der EP 0018561 stabilisierten hochviskosen 
Losungen. 

Die folgenden Beispiele zeigen typische Ausfuhrungsform 
der Erfindung und des Verfahrens zur Herstellung einer 
20 stabilen injizierbaren Losung von Faktor VIII oder IX. 

Vergleichsbeispiel 1: 

S tabilisiernnq eines Faktor vttt -v o nzentr*^ 

25 

Eine Faktor VHI-haltige Losung wird nach EP-A 88 108 
458.6 bzw. ep-a 88 118 478. 2 gewonnen. 

Die gesammelten Faktor Vlll-haltigen Fraktionen werden 
mxt 0,9 mol/1 Saccharose, 0,25 mol/1 Glycin, 0,25 mol/1 
Lysin und 0,003 mol/1 CaCl 2 versetzt und anschlieBend 
steril filtiert. 



Die Losung wird bei 4 bis 8'C aufbewahrt. Wie folgende 
Tabelle zeigt, bleibt die Faktor Vlli-Aktivitat im ver- 
gleich zu einer nicht-stabilisierten Kontrollosung uber 
Wochen unverandert. 
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Wochen 

Faktor VIII IU/ml 
Kontrolldsung 
Faktor VIII IU/ml 
5 stabilisierte Losung 



0 1 2 5 10 13 
22 20 11 

22 22 23 21 23 22 



Vergleichsbeispiel 2: 

Stabilisieruna eines lvophilisierten Faktor VIIl-Konzen- 
10 trates n ach Wiederauflosen 

Ein Faktor VIII-Konzentrat wird wie unter 1. hergestellt 
und lyophilisiert. AnschlieBend wird das Lyophilisat in 
eimem wassrigen Losungsmittel mit folgender Zusammen- 
15 setzung wieder gelost und steril filtriert: 
0,7 mol/1 Saccharose 
0 , 5 mol/1 Glycin 
0,005 mol/1 CaCl 2 

Die sterile Losung ist bei 4 bis 8'C haltbar wie unter 
20 Beispiel 1 gezeigt. 

Vergleichsbeispiel 3: 

Stabilisieruna ei nes Faktor IX. -Konzentrates 

25 

Eine Faktor IX-haltige Losung wird gewonnen zum Beispiel 
nach Menache, D. et al: Blood (64(6), 1220 - 1227 (1984)). 
Die Faktor IX-haltigen Fraktionen werden mit 0,9 mol/1 
Saccharose, 0,5 mol/1 Lysin und 0,003 mol/1 CaCl 2 ver- 
30 setzt und steril filtriert. Die Losung wird bei 4 bis 8°c 
aufbewahrt und zeigt eine vergleichbare Stabilitat wie 
die stabilisierte Losung von Faktor VIII in Beispiel 1. 
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Patentanspruche 



10 



1. Stabile injizierbare Ldsung, dadurch gekennzeichnet, 
daB sie einen fur die Behandlung am Menschen geeigne- 
ten Faktor VIII oder Faktor IX, naturliche oder synthe- 
tische Disaccharide in einer Konzentration von 0,1 
bis 0,65 mol/1 und eine oder mehrere Aminosauren in 
einer Konzentration von 0,1 bis 1,0 iaol/1 enthalt. 

2. Stabile injizierbare Ldsung nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, daB sie als Aminosaure Lysin enthalt. 

3. Stabile injizierbare Ldsung nach Anspruch 1 und 2, 
15 dadurch gekennzeichnet, daB sie als Aminosaure Glycin 

enthalt. 

4. Stabile injizierbare Ldsung nach einem der Anspruche 
1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB zusatzlich Ca 2+ - 

20 Ionen oder Cl~-Ionen enthalten sind. 

5. Stabile injizierbare Ldsung nach einem der Anspruche 
1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB als Disaccharid 
Saccharose verwendet wird. 

25 

6. Stabile injizierbare Ldsung nach einem der Anspruche 1 
bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB Saccharose in einer 
Konzentration von 0,4 bis 0,65 mol/1 enthalten ist. 

30 7. Verfahren zur Herstellung einer stabilen injizierbaren 
. Ldsung, dadurch gekennzeichnet, daB ein fur die Be- 
handlung am Menschen geeigneter Faktor VIII oder IX, 
naturliche oder synthetische Disaccharide in einer 
Konzentration von 0,1 bis 0,65 mol/1 und eine oder 
mehrere Aminosauren in einer Konzentration von 0,1 
bis 1,0 mol/1 in Wasser geldst, steril filtriert und ., 
in Ampullen gefullt werden. 
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8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, 
daB als Aminosaure Lysin verwendet wird. 

9. Verfahren nach Anspruch 7 Oder 8, dadurch gekennzeich- 
5 net, daB als Aminosaure Glycin verwendet wird. 

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 7 bis 9, dadurch 
gekennzeichnet, daB zusatzlich Ca 2+ -Ionen zugesetzt 
werden. 

10 

11. Verfahren nach einem der Anspriiche 7 bis 10, dadurch 
gekennzeichnet, daB als Disaccharid Saccharose verwen- 
det wird. 

15 12. Verfahren nach einem der Anspriiche 7 bis 11, dadurch 
gekennzeichnet, daB Saccharose in einer Konzentration 
von 0,4 bis 0,65 mol/1 enthalten ist. 



20 



25 



30 
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